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La presente invention concerne un procede permettant de 
piloter un detecteur evaporatif a diffusion de lumiere couple a une colonne 
de chromatographic en phase liquide essentiellement independamment 
des conditions dilution de la separation chromatographique. 
5 La chromatographie en phase liquide est largement utilisee 

par les analystes pour separer differents constituants d'un melange en vue 
de leur identification et/ou de leur dosage. 

Son principe est base sur la difference d'interactions de ces 
constituants avec une phase stationnaire remplissant la colonne de chro- 
10 matographie. 

Pour effectuer une separation par chromatographie en 
phase liquide, on introduit le melange a analyser en tete de colonne, puis 
on injecte dans celle-ci une phase mobile dite phase eluante constituee 
par un debit donne d'un solvant ou d'une serie de solvants choisis dans 
15 un ordre d'affmite croissante pour la phase stationnaire (separation par 
gradient dilution). 

On recueille par suite en queue de colonne un flux chrono- 
logique constitue par une phase eluante dans laquelle sont successive- 
ment dissous les constituants du melange a analyser prealablement 
20 separes. 

Pour identifier et/ou doser les composes ainsi separes, il est 
necessaire de coupler a la colonne de chromatographie en phase liquide 
un detecteur situe en aval de celle-ci. 

Or, la chromatographie en phase liquide souffre encore au- 
25 jourdTiui de Tabsence d'un detecteur universel d'emploi commode et de 
grande sensibilite. 

Pour analyser les flux provenant des colonnes de chromato- 
graphie en phase liquide, les analystes utilisent classiquement comme 
detecteur de type universel soit le refractometre differentiel soit le detec- 
30 teur evaporatif a diffusion de lumiere. 

Cependant, le refractometre n'est pas sensible et se montre 
d'une utilisation limitee a la chromatographic en mode isocratique ce qui 
fait qu'il n'est actuellement utilise que lorsque les analystes n'ont pas 
d'autre choix. 

35 Le detecteur evaporatif a diffusion de lumiere est plus sen- 

sible que le refractometre et compatible avec la chromatographie en mode 
gradient. II a pour avantage de permettre Tanalyse de tous les composes 
non volatils, en particulier les cations et anions inorganiques ou organi- 
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ques presents dans un echantillon, ce sans preparation de cet echantillon 
ni traitement chimique prealable particulier. 

Un tel detecteur presente toutefois Tinconvenient de ne 
permettre la detection que des analytes moins volatils que la phase liquide 
(eluante) qui les vehicule. 

De plus, dans le cas d'analytes de volatility intermediaire 
(semi volatils) il est necessaire d'effectuer la detection a faible temperature 
d'evaporation de la phase liquide, ce qui entraine des conditions d'analyse 
plus limitees, et une sensibilite reduite. 

Un autre reproche fait au detecteur evaporatif a diffusion de 
lumiere est lie a son caractere polluant, vu qu'il necessite la volatilisation 
de la phase eluante, c'est-a-dire notamment de solvants organiques. 

Le principe de fonctionnement d'un detecteur evaporatif a 
diffusion de lumiere est le suivant : les composes a analyser sont trans- 
ports par une phase mobile ou un liquide porteur plus volatil qui est en- 
suite nebulise puis evapore a une temperature relativement faible 
(pouvant etre de Tordre de 30 a 40°C) de sorte que seules demeurent des 
micro particules residuelles - idealement les composes a analyser - pou- 
vant etre detectees par diffusion de lumiere. 

On peut ainsi analyser directement des effluents provenant 
de colonnes de chromatographie a la condition de choisir une phase mo- 
bile suffisamment volatile pour etre directement utilisee en tant que li- 
quide porteur au niveau du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere. 

Les detecteurs evaporatifs a diffusion de lumiere compor- 

tent : 

- un nebuliseur associe a une chambre de nebulisation et dans lequel on 
introduit d'une part un echantillon constitue par un liquide porteur 
renfermant des composes a analyser moins volatils qui ont ete dissous 
dans celui-ci, et d'autre part un gaz de nebulisation permettant de 
transformer rechantillon en un aerosol, 

- une chambre d'evaporation constitute par un tube chauffe dans la- 
quelle on evapore le liquide porteur afin de ne conserver que des micro 
particules des composes a analyser, et 

- une chambre de detection dans laquelle on irradie les micro particules 
residuelles des composes a analyser par un rayonnement issu d'une 
source polychromatique ou monochromatique et on detecte la lumiere 
diffusee dans une direction differente de celle du faisceau d'irradiation. 



to 
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Lorsque le detecteur evaporatif a diffusion de lumiere est 
couple a une colonne de chromatographic situee en amont, on obtient 
ainsi un chromatogramme constitue par une succession chronologique de 
signaux (pics) representant idealement chacun un compose du melange a 
5 analyser ; la surface de ces signaux (pics) est fonction de la concentration 
ou de la masse de chaque compose dans 1'echantillon de depart. 

Si A represente la surface du signal mesurant Tintensite 
diffusee par une masse m ou une concentration c (m = V x c, V etant le 
volume injecte) de Tun des composes a analyser, ces deux valeurs sont 
io reliees par la formule generate : A = am b ou en d'autres termes Log A = b 
Log m + Log a. 

Le logarithme de la surface du signal mesurant Tintensite 
diffusee par un compose a analyser est done une fonction lineaire du loga- 
rithme de la masse (ou de la concentration) de ce compose dans 
15 Techantillon. 

Pour effectuer une analyse quantitative, on trace done pre- 
alablement une droite d'etalonnage et on lit sur celle-ci la masse ou la 
concentration d'un compose a analyser correspondant a l'intensite de la 
lumiere diffusee par ce compose. 

20 La valeur du coefficient b correspond a la pente de la droite 

d'etalonnage ou encore au coefficient de reponse du detecteur vis-a-vis de 
ce compose particulier. , 

La presente invention a pour objet de remedier aux in- 
convenients des precedes classiques d'analyse des flux provenant de co- 

25 lonnes de chromatographic en, phase liquide au moyen d'un detecteur 
evaporatif a diffusion de lumiere et propose a cet effet un procede de pilo- 
tage d'un tel detecteur, permettant une detection precise et fiable d'un 
plus grand nombre d'analytes, essentiellement independamment des 
conditions dilution de la separation chromatographique, et en outre, de 

30 nature a abaisser dans une large mesure la pollution ainsi entrainee. 

Selon ce procede, on preleve a une frequence reglable don- 
nee, un volume calibre constant reglable donne du flux provenant de la 
colonne de chromatographic, ce flux etant constitue par une phase 
eluante renfermant des composes a analyser qui ont ete dissous dans 

35 celle-ci, et on transfere le volume ainsi preleve dans un circuit secondaire 
sur lequel est branche le detecteur evaporatif a diffusion de lumiere en le 
poussant a Taide d'une pompe auxiliaire avec un fluide porteur determine 
independant de la phase eluante ayant un debit predetermine et on me- 
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lange les creneaux successifs du flux provenant de la colonne de chroma- 
tographic avec le fluide porteur poussant ces creneaux en amont du de- 
tecteur evaporatif a diffusion de lumiere. 

La mise en oeuvre du procede conforme a l'invention neces- 
site done d'associer au detecteur evaporatif a diffusion de lumiere, en aval 
de la colonne de chromatographic d'une part un module de transfert des 
effluents constitue par une vanne de division de flux active particuliere 
ainsi qu'une pompe auxiliaire de nature a vehiculer les effluents transfe- 
res a l'aide d'un fluide porteur dans le circuit secondaire pour lui permet- 
tre de pousser les creneaux du flux provenant de la colonne de 
chromatographic et d'autre part un dispositif de melange des creneaux 
successifs avec le fluide porteur. 

Une telle vanne de division de flux est a titre d'exemple de- 
crite dans le document US-2001 / 003807 1 Al et commercialisee par la 
Societe RHEODYNE. 

Cette vanne de division de flux a ete congue pour permettre 
le pilotage au moyen d'un spectrometre de masse d'une collection de frac- 
tions en chromatographic preparative ; elle presente l'avantage de per- 
mettre d'obtenir un transfert de matiere constant, ce quelles que soient les 
caracteristiques du flux principal alimentant celle-ci. 

Le procede conforme a Tinvention est par suite tout parti- 
culierement adapte a la separation d'analytes par gradient dilution : en 
effet, la proportion du flux principal provenant de la colonne de chromato- 
graphic qui est transferee dans le circuit secondaire est independante de 
la nature, en particulier de la viscosite de la phase eluante mise en oeuvre 
dans la colonne de chromatographic 

Au contraire, les vannes de division de flux classiques 
correspondent a des vannes passives essentiellement constitutes par une 
tubulure en T comportant trois branches dont les diametrcs et les lon- 
gueurs sont determines en fonction du rapport de division choisi qui de- 
pend du debit et de la viscosite de la phase mobile dilution. 

Par suite, la mise en oeuvre de telles vannes de division de 
flux necessite de modifier le montage des que Ton change d'eluant de sorte 
que ces vannes ne sont pas bien adaptees a la division dans un rapport 
constant d'un flux provenant d'une colonne de separation d'analytes par 
gradient d'elution. 

Compte tenu de ce qui precede, le procede conforme a 
l'invention peut s'adapter a la chromatographic liquide, analytique, a la 
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chromatographic preparative ou a faible debit, mais egalement a la chro- 
matographic a contre courant et a d'autres separations realisees en phase 
liquide. 

Un autre avantage particulierement interessant du procede 
conforme a l'invention est lie a son caractere polyvalent : en effet, avec un 
seul montage et pour un debit donne de phase eluante au niveau de la 
colonne de chromatographic, il est possible d'obtenir plusieurs rapports de 
division differents en faisant varier les volumes calibres transferes dans le 
circuit secondaire et les frequences de prelevement. 

On peut ainsi faciliter la determination simultanee de com- 
poses de tres faibles concentrations, en presence de composes a fortes 
concentrations, par ajustement differents des rapports de transfert de 

masse. . . . 

II est en outre a noter que le procede conforme a l'invention 
permet, par remelange et dilution des masses transferees d'eviter la satu- 
ration du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere, suite a un ajuste- 
ment adapte du debit de fluide porteur et/ou du rapport de transfert de 
masse. 

Pour reconstituer les pics chromatographiques au niveau 
du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere, il est toutefois indispensa- 
ble de choisir ces parametres de sorte que le nombre de creneaux corres- 
pondant a un pic donne soit suffisant pour permettre de reconstituer ce 
pic. 

Dans le cas d'une analyse quantitative, il est dans la prati- 
que necessaire de disposer d'au moins huit creneaux pour pouvoir re- 
constituer un pic ; par suite, pour un debit d'eluant donne, il est 
necessaire de tenir compte de cet imperatif lorsque Ton choisit la fre- 
quence de prelevement. 

En revanche, si Ton ne recherche qu'une analyse qualita- 
tive, le nombre de creneaux peut etre moindre. 

La possibility pour Tanalyste de choisir le debit et la compo- 
sition du fluide porteur presente en outre l'avantage de permettre de dimi- 
nuer considerablement la pollution inherente au fonctionnement actuel 
des detecteurs evaporatifs a diffusion de lumiere ; a titre d'exemple, dans 
le cas d'un debit de phase eluante de 1 ml par minute au niveau de la co- 
lonne de chromatographie, et d'un rapport de division de 20, un debit de 
50 pi par minute au niveau du circuit secondaire, diminue egalement la 
pollution d'un facteur 20. 
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II est en outre toujours possible de choisir un fluide porteur 
moins polluant que la phase eluante mise en oeuvre au niveau de la co- 
lonne de chromatographie. 

L'avantage essentiel du procede conforme a Tinvention est 
toutefois lie a son independance presque to tale des conditions d'elution de 
la separation chromatographique, ce qui permet d'effectuer des analyses 
quantitatives qui etaient auparavant impossibles et offre en outre aux 
analystes la possibility d'ajuster la reponse du detecteur evaporatif a dif- 
fusion de lumiere en fonction des objectifs souhaites. 

Sur ce point, il est a noter que les analystes reprochent 
constamment au detecteur evaporatif a diffusion de lumiere de ne pas 
permettre des analyses suffisamment precises et fiables, ou encore de ne 
pas s avoir 'une reponse lineaire, ce qui complique les dosages et restreint 
en outre Temploi de tels detecteurs dans le domaine pharmaceutique : en 
effet, les pharmacopees recommandent des detecteurs dont la reponse est 
lineaire. 

Pour remedier a cet inconvenient, il a deja ete propose, 
conformement au document EP-1 275 961 un procede de pilotage d'un 
detecteur evaporatif a diffusion de lumiere consistant a regler au moins 
un parametre influengant les conditions de nebulisation en amont de la' 
chambre d'evaporation de Taerosol de fagon a fixer le coefficient de re- 
ponse du detecteur a une valeur de reglage de nature a faciliter les analy- 
ses et/ou a augmenter leur precision et leur fiabilite. 

Selon ce document anterieur, les parametres influengant les 
conditions de nebulisation peuvent etre la nature du gaz de nebulisation, 
la temperature de ce gaz, la temperature de la chambre de nebulisation 
et/ou la composition du liquide porteur. 

II a en particulier ete propose d'ajouter a la phase mobile 
dilution, en amont du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere, un 
agent modificateur a une concentration determinee de fagon a obtenir une 
solvatation ou une complexation des analytes de nature a faciliter les 
analyses et/ou a augmenter leur precision et leur fiabilite. 

La litterature a d'ailleurs deja montre quelques cas de va- 
riation importante du coefficient de reponse b d'un detecteur evaporatif a 
diffusion de lumiere avec le debit de la phase mobile, la nature du gaz de 
nebulisation ou encore la nature de la phase mobile. 

On a ainsi pu obtenir des valeurs du coefficient b proches 
de Tunite pour de faibles debits (M. Rajevic, P.J. Betto, J. Liq. Chrom. & 
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Rel. Techn. 21(18), (1998), 2821), ou pour des micro debits avec un micro 
nebuliseur (S. Heron, A. Tchapla, J. Chromatogr. A, 848, (1999) 95). 

Selon la publication Y. Mengerik, H.J.C. De Man, Sj. S. Van 
Der Wal, J. Chromatogr. 552, (1991) 593 Fintensite A du signal est plus 
importante avec ITielium qu'avec Fazote, Fair ou le gaz carbonique. 

Selon la publication F.S. Deschamps, K. Gaudin, E. Lesel- 
lier, A. Tchapla, D. Ferrier, A. Baillet, P. Chaminade, Chromatographia, 
54, (2001), 607 et celle de C. Elfakir, P. Chaimbault, M. Dreux, J. Chro- 
matogr. 829 ; (1998), 193, il est probable que certaines phases mobiles 
permettent de modifier la nature de certains analytes et par suite 
d'augmenter Fintensite du signal A et done de rendre la detection de ces 
analytes plus sensible. 

Toutefois, selon ces documents anterieurs, Fanalyse au ni- 
veau du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere etait obligatoirement 
tributaire de la phase mobile d'elution utilisee au niveau de la colonne de 
chromatographic et de son debit. 

Or, le procede conforme a Finvention permet de remedier a 
cet inconvenient. 

A cet effet, et selon une caracteristique preferentielle de 
Finvention, on choisit la nature et le debit du fluide porteur de fagon a 
fixer le coefficient de reponse b du detecteur evaporatif a diffusion de lu- 
miere a une valeur de reglage de nature a faciliter les analyses, et/ou a 
augmenter leur precision et leur fiabilite, la pente b des droites 
d'etalonnage etant determinee par Fequation : 

Log A = b Log m + Log a 

dans laquelle A represente la surface du signal mesurant Fintensite diffu- 
see par Fun des composes a analyser, et m la masse ou la concentration 
de ce compose dans Fechantillon. 

Selon Finvention, la valeur de reglage peut etre soit une va- 
leur voisine de Funite, soit une valeur aussi grande que possible. 

Dans le premier cas, e'est-a-dire lorsque la pente b des 
droites d'etalonnage est aussi proche que possible de Funite ou dans 
Fideal egale a 1, le signal delivre par le detecteur evaporatif a diffusion de 
lumiere est directement proportionnel a la masse ou a la concentration 
des composes a analyser. 
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II va de soi qu'une telle linearite directe entre l'intensite du 
signal delivre par l'appareil et la quantite de composes responsables de ce 
signal est de nature a faciliter largement les analyses et a augmenter leur 
precision et leur fiabilite dans un certain nombre de cas. 

L'obtention d'une pente b dont la valeur est la plus grande 
possible est elle aussi particulierement avantageuse : en effet, pour une 
variation donnee de la concentration d'un compose a analyser, l'intensite 
du signal delivre par l'appareil augmente d'autant plus que la pente b est 
grande. 

Par suite, la sensibilite du dosage augmente avec la valeur 
de la pente b des droites d'etalonnage. 

Selon 1'invention, il est necessaire de melanger les creneaux 
successifs du flux provenant de la colonne de chromatographic et le fluide 
porteur poussant ces creneaux en amont du detecteur evaporatif a diffu- 
sion de lumiere. 

Un tel melange est en effet obligatoire pour produire des 
analyses reproductibles et un pilotage satisfaisant de la reponse du de- 
tecteur. 

Ce melange ne doit toutefois pas entrainer un elargissement 
trop important des creneaux, pour ne pas limiter l'analyse de melanges 
complexes ou augmenter la limite de detection. 

Par suite, le debit du fluide porteur ne peut pas etre quel- 
conque, c'est-a-dire qu'il doit etre ni trop grand (plusieurs millilitres par 
minute) ni trop faible (quelques micro litres par minute). 

La necessite d'un tel melange oblige a incorporer dans le 
circuit secondaire entre la vanne de division de flux et le detecteur evapo- 
ratif a diffusion de lumiere un dispositif de melange particulier pouvant a 
titre d'exemple etre constitue par un fritte ou une chambre de melange de 
tres faible volume mort. 

Suite a la mise en ceuvre d'une vanne de division de flux 
active, d'une pompe auxiliaire et d'un dispositif de melange, le procede 
conforme a Tinvention permet non seulement de maitriser le coefficient de 
reponse b d'un detecteur evaporatif a diffusion de lumiere, mais offre en 
outre Favantage de permettre de generaliser Tutilisation d'un tel detecteur 
en transformant automatiquement des molecules volatiles en especes 
moins volatiles comme suggere par D. L. Ford et W. Kennard dans la pu- 
blication J. Oil Colour Chem. Ass. 49, (1966), 607. 
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En effet, et grace a un choix judicieux du fluide porteur de- 
livre par la pompe auxiliaire, il est ainsi possible de realiser en ligne, sur le 
circuit secondaire, la transformation par solvatation ou complexation 
d'analytes volatils en especes moins volatiles. 

Selon une autre caracteristique de Tinvention on branche 
une colonne de chromatographic auxiliaire sur le circuit secondaire, en 
amont du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere. 

Cette caracteristique permet d'enchamer sur la premiere 
separation une seconde separation totalement independante de la pre- 
miere lorsque les differents constituants du melange a analyser nbnt pas 
ete suffisamment separes au niveau de la premiere colonne de chromato- 
graphic 

Une telle seconde separation est rendue possible par 
I'utilisation de phases stationnaires compactes du type monolithes pou- 
vant travailler efficacement, meme a faible pression ce que requiert : no- 
tamment le principe des transferts au moyen de la vanne utilisee dan^ le 
montage. 
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REVENDICATIONS 
1°) Procede permettant de piloter un detecteur evaporatif a diffusion de 
lumiere couple a une colonne de chromatographie en phase liquide, es- 
sentiellement independamment des conditions dilution de la separation 
chromatographique, 
caracterise en ce que 

Ton preleve a une frequence reglable donnee un volume calibre constant 
reglable donne du flux provenant de la colonne de chromatographic, ce 
flux etant constitue par une phase eluante renfermant des composes a 
analyser qui ont ete dissous dans celle-ci, et on transfere le volume ainsi 
preleve dans un circuit secondaire sur lequel est branche le detecteur 
evaporatif a diffusion de lumiere en le poussant a Taide d'une pompe 
auxiliaire avec un fluide porteur determine independant de la phase 
eluante ayant un debit predetermine et on melange les creneaux succes- 
sifs du flux provenant de la colonne de chromatographic avec le fluide 
porteur poussant ces creneaux en amont du detecteur evaporatif a diffu- 
sion de lumiere. 

2°) Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que 

Ton choisit la nature et le debit du fluide porteur de fagon a fixer le coeffi- 
cient de reponse (b) du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere a une 
valeur de reglage de nature a faciliter les analyses, et/ou a augmenter leur 
precision et leur fiabilite, la pente (b) des droites d'etalonnage etant de- 
terminee par Tequation : 

Log A = b Log m + Log a 

dans laquelle A represente la surface du signal mesurant Tintensite diffu- 
see par Tun des composes a analyser et m la masse ou la concentration de 
ce compose dans Techantillon. 

3°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que 

la valeur de reglage est une valeur voisine de Tunite. 

4°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce que 
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la valeur de reglage est la valeur maximum possible. 

5°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que 

on branche une colonne de chromatographic auxiliaire sur le circuit 
condaire, en amont du detecteur evaporatif a diffusion de lumiere. 
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